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論文内容の要旨
Arf proteins are members of Ras superfamily, encode a smal molecular weight GTPase 
and are found in al eukaryotic cells. As in the case of other smal GTPases, an Arf molecule 
shuttles between an activated GTP-bound and an inactivated GDP-bound forms. The conversion 
is mediated by Arf-spec ific, guanine nucleotide-exchanging factor (GEF) and GTPase-activating 
protein (GAP). 1n mammal s, there are 6 Arfs (Arfl to Arf6) and several Arf-related proteins 
identified. Among them , Arfl and Arf6 are the most intensively studied spec ies, and both are 
involved in vesicle formations from donor membranes. Arf1 regulates the vesicle transport 
between/within endoplasmic reticulum , Go/gi a ppara加s and early endosomes, whereas Arf6 
regulates endocytosis of plasma mambrane proteins as wel as recycling back of once 
incorporated proteins to ce llmembranes ・
Vesicle formation is an elaborate and complicated event that is composed of multiple 
distinct steps. Details of vesicle formation , how Arf, its GEF and GAP, coatmer and cargo 
proteins are enroled in it, have been unveiled gradualy. At an initiation step, Arf-specific GEF 
converts Arf to an activated for・m ， and the conformation-changed Arf can now anchor onto the 
membrane. The activated Arf is capable of 
recruiting coatmer proteins and 
phosphatidyl inositol (Pl) kinase to the 
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membrane. This PI kinase is also activated 
and , depending on its subtype, generates 
distinct species of Pl-phosphate that in 
tu rn 孔Irther facilitates assembly of 
coatmer proteins onto budding vesicles. 
ArfGAP can function as an effector of 
activated A.rf, thus contributing to the 
election and loading of adequate cargo 
protein onto vesicles. F inall y, ArfGAP 
exerts its GA.P activity and hydrolyzes Arf-bound GTP to GDP. This inactivation of Arf 
accompanies dissociation of Arf 合om coatmer and association of coatmer with cargo, that 
even札l a ll y resulting in the vesicle budding (Fig.l). 
Our group previously repo凶ed the identification of one ArfGAP subtype called SMAP2, 
a smal ArfGAP 2. This SMAP2 contains ArfGAP domain in its amino-terminus and function 
on Arfl in vitro and inside cels. F urthermore, SMAP2 harbors a clathrin-and clatlrin assembly 
protein (CALM)-binding motifs /domains, both of which likely contribute to the formation of 
clathrin-coated membrane vesicles. In fact, SMAP2 is co-Iocalized with the clathrin-adaptor 
proteins such as AP-l and eps inR, and is located on early endosomes. Based on the 
over-expression experiments of SMAP2 , our group proposed that SMAP2 regulates a retrograde 
transport ofTGN38/46 protein from early endosomes to the trans-GoLgi-network (TGN). 
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1n the present study, 1 have detected trans-Gofgi-network (TGN) as an additional site 
of SMAP2 localization inside cels. This is based on co-localization of SMAP2 with variou 
TGN-marker proteins. Introduction of mutations into a particuJar stretch of basic amino acid 
residues abolished the TGN-Iocalization of SMAP2. As a functional s i gn i日 can ce ，
over-expression of wild type SMAP2 , but not the above menti oned, mutated SMAP2 inhibited 
transport of vesicular stomatits virus-G protein from TGN to plasma membranes (F i g.2) ー 1n
contrast, this transport was rather enh a nced 川 SMAP2 (-/-) cels in which the amount of 
activated form of Arf was increased. SMAP2 is thus one ArfGAP subtype residing and 
functioning negatively on TGl 可
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論文審査結果の要旨
真核細胞は脂質二重膜によって区画された様々な細胞内小器官を有するが、膜タンパク質の細胞内分
配は小器官の間で行われる小胞輸送に依存している。膜上で小胞が形成され出芽する過程において、
small GTPase である Ar f と、その活性化タンパク質である ArfGAP が作用する。晴乳類ではArf には 6
種類、 ArfGAP には 30 種類の異なる独立の遺伝子が同定されており、 Arf と ArfGAP のサブタイプの組み
合わせが輸送経路の特異性を決定している。
申請者の具体的な研究対象は、所属研究室の報告した、新規 ArfGAP をコードする SMAP2 分子であ
る。そこで SMAP2 が小胞輸送のどの経路を調節しているのかを解明すべく、先ずその細胞内局在を観察
した。その結果、 sMAP2 タンパク質がトランス・ゴルジ・ネットワーク (TGN) に局在することが明ら
かとなった。これは COS7 細胞に SMAP2 を発現させ、それが種々の TGN マーカーと共局在するとの観察
に基づく。また S阻P2 の様々な部位に変異を導入し、変異タンパクの細胞内局在を調べることにより、
TGN 局在に必要な塩基性に富むモチーフを同定した。
続いて申請者は、 VSV-G を指標に、その輸送動態を解析した。 VSV-Gの温度感受性変異タンパクは小
胞体で合成された後、非許容温度では TGN まで運搬されてそのまま TGN に留まる。次に許容温度に移行
すると、 TGN から細胞膜へと同調的に輸送される。 SMAP2 を COS7 細胞に過熱l発現させると、 VSV-G の細
胞膜への輸送が阻害され TGN に停留したままであった。しかるに TGN に局在しない S旧P2 変異体には、
そのような阻害効果は認められなかった。即ち、過剰な SMAP2 は、 TGN からの小胞輸送に対して阻害的
に作用するの
ArfGAP である S胤P2 の標的分子はArf1である。野生型と S旧P2(一/一)の MEF (マウス胎仔線維芽細
胞)を樹立して、細胞内 Arf1の全量(活性化型+不活性型)に対する活性化型の比を測定した。その
結果、 SMAP2(-j-)MEF は野生型 MEF に比べ、活性化型 Arf1の量が増加していることを確認した。この
条件下で、 MEF への VSV-G-GFP 導入と輸送実験をおこなったところ、 S阻P2 (-j-) の MEF では野生型阻F
に比べ、輸送効率が充進していた。
以上のように申請者は、 Arf 1 に対して GAP 活性を有する SMAP2 タンパク質が、 TGN に局在し、 TGN か
らの小胞輸送を Ne田tive に調節していることを解明した。 TGN に局在する ArfGAP として、初めての例
である。以上の成果は申請者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを
示している。したがって，船木智提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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